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研究成果の概要： 
尿中脱落糸球体上皮細胞を分離、回収する手法を確立した。ステロイド反応性ネフローゼ症
候群では、尿中蛋白排泄量の減少に伴い脱落糸球体上皮細胞数ならびに mtDNA コピー数の減少
を認めた。膜性腎症においては、治療内容、尿蛋白の程度と関係なく、mtDNA コピー数が有意
に増加していた。尿中脱落糸球体上皮細胞中の mtDNA コピー数を評価することは、腎疾患のバ
イオマーカーとしての機能が十分に期待できると考えられた。 
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１．研究開始当初の背景 
これまで、我々は巣状糸球体硬化病変の形成
に、糸球体上皮細胞のミトコンドリア DNA
異常ならびに機能異常が関与していること
を示してきた。巣状糸球体硬化病変は、糸球
体上皮細胞がミトコンドリア機能異常によ
って尿中に脱落しすることから形成される
と推測される。ミトコンドリアは１細胞内に
数千コピーのミトコンドリア DNA を有して
おり、１細胞から抽出したＤＮＡサンプルを
使用しても、十分に評価可能である。 
 糸球体上皮細胞の尿中への脱落は、巣
状糸球体硬化病変形成における重要な過程
であることが、これまでに示されている。ま
た、患者尿中脱落糸球体上皮細胞数の検討は、
現在さまざまな疾患で検討され報告が増え
てきている。 
 
２．研究の目的 
 本研究では、糸球体上皮細胞における
エネルギー供給源としてのミトコンド
リアに注目し、蛋白尿出現時から FSGS
病変形成における糸球体上皮細胞内、な
らびに尿中に脱落した糸球体上皮細胞
内のミトコンドリア DNA のコピー数の動
態を検討し、さらに治療によりその変化
が改善し得るのかを検討することで、糸
球体における蛋白漏出機構と FSGS 病変
形成機序、治療による改善機序を明らか
にすることを目的とする。 
  
３．研究の方法 
（１）尿中脱落糸球体上皮細胞の分離、回収 
 尿中糸球体上皮細胞の採取精製の技術を
確立することを行った。 
まず、尿沈査内の糸球体上皮細胞を免疫染
色にて分離同定し、数的な評価を加えるため
に、尿中糸球体上皮細胞の特異的マーカーと
して、どの抗体が最適化を検討した。 
使用した抗体は、新潟県立吉田病院小児科
原先生から提供していただいた抗ポドカリ
クシン抗体(22A4)、市販の抗ポドカリクシン
抗体、抗ネフリン抗体、抗 WT-1 抗体、当研
究室で作製した抗ポドシン抗体であり、染色
条件の確立と、精製法の評価を行った。 
先行検討で尿中脱落糸球体上皮細胞数は
10ml 中に数 cell しかない程症例も多いこと
が分かったおり、それらを鑑みビーズ法を用
いることにした。反応条件などを検討し、回
収率の評価を行った。 
 
（２）尿中脱落糸球体上皮細胞におけるミト
コンドリア DNA コピー数の評価 
 ビーズ法で回収した尿中脱落糸球体上皮
細胞から、ＤＮＡを抽出し、当研究室ですで
に報告している real-time PCR を用いた手法
で、mtDNA/18SrRNA 比を測定し、これを mtDNA
コピー数とした。患者尿を採取し、疾患毎に
比較検討した。 
 
４．研究成果 
(1) 尿中脱落糸球体上皮細胞の分離、回収 
新潟県立吉田病院小児科原先生から提供し
ていただいた抗ポドカリクシン抗体(22A4)
を糸球体上皮細胞マーカーとし、ビーズ結合
抗 IgG 抗体を用いる方法で行った。 
その結果、患者尿では尿中の蛋白円柱が多
い症例では円柱がポドカリクシン陽性であ
り本手法では回収されてしまうことが明ら
かとなった。それ以外の細胞成分についての
回収精度は比較的良好であった。 
患者尿においては回収効率が疾患により
40-80%と、ばらつきが大きいが明らかとなっ
た。そこで、尿中糸球体上皮細胞の採取精製
の技術を向上するために、前処置や溶解液の
ＢＳＡ濃度などに工夫を加えるなどの改良
を行った。その結果、ある程度の改善は得ら
れたが、疾患による回収率のばらつきに関し
ては十分な改善を得られなかった。この原因
として、患者尿においては、ポドカリクシン
陽性細胞はさまざまな形態を呈しており、蛍
光抗体法で染色性にばらつきがあることが
明らかとなった。 
図１、尿中脱落糸球体上皮細胞の回収 
（２）尿中糸球体上皮細胞を分離、回収し、
数的な評価、mtDNA コピー数。 
患者尿を用い、尿中脱落糸球体上皮細胞を
分離、回収し、数的な評価を行った。さらに
同細胞からDNAを抽出し、ミトコンドリアDNA
のコピー数を定量 PCR にて評価した。  
ステロイド反応性ネフローゼ症候群で治
療経過を追えた症例では、尿中蛋白排泄量の
減少に伴い脱落糸球体上皮細胞数ならびに、
糸球体上皮細胞内のミトコンドリア DNA数が
減少を認めた。 
図２、ステロイド反応性ネフローゼ症候群
に症例における、尿中脱落糸球体上皮細胞数
と mtDNA コピー数の変化 
 
さまざまな腎疾患患者２６例：腎生検にて
確定診断されている IgA 腎症５例、膜性腎症
５例、ループス腎炎３例、１次性巣状糸球体
硬化症１例および、腎硬化症と臨床的に診断
された１０例について、尿蛋白量と尿中脱落
ポドサイトの mtDNAコピー数を同様の方法で
検討した。尿蛋白量と、尿中脱落糸球体上皮
細胞数および mtDNA コピー数の間には、特に
相関はなかった。また、尿中脱落ポドサイト
の数と mtDNA コピー数との間、年齢や腎機能
（s-Cre 値）と mtDNA コピー数との間にも関
連性は認められなかった。 
しかし、疾患別に mtDNA のコピー数を比較
してみると、SLE にて明らかに減少しており、
膜生腎症ではやや増加傾向であり、IgA 腎症
や腎硬化症ではばらつきをもって分布して
いた。 
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図３、疾患別尿中脱落糸球体上皮細胞中の
mtDNA コピー数 
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次に、各疾患群における尿蛋白量と脱落糸
球体上皮細胞内の mtDNAコピー数を検討した
ところ、SLE や IgA 腎症のような増殖性腎疾
患においては UP と mtDNA copy は正の相関を
認めた。これらの症例はステロイド薬による
治療を行っており、ステロイド薬の内服量と
mtDNA コピー数の間の関与も考えられた。こ
れまで、ステロイド薬とミトコンドリアに関
する報告は多数あるり、エストロゲンにて
mtDNA コピー数が減少するとの報告はある。
しかし、ステロイド薬により mtDNA が減少す
るという報告はいまのところない。 
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図４、SLE(n=3)、IgA 腎症(n=5) 
 
膜性腎症(n=5)では、すべての症例で mtDNA
コピー数が正常コントロールの約 1.5倍程度
SLE
に増加しており、その mtDNA コピー数は尿蛋
白とは全く相関せず、さらにステロイド薬の
投与量と mtDNAのコピー数にも関連性は認め
られなかった。すなわち、治療内容、尿蛋白
の程度と関係なく、脱落糸球体上皮細胞にお
ける mtDNAのコピー数が有意に増加していた。 
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図５、膜性腎症(n=5) 
 
次に、腎硬化症における尿中脱落糸球体上皮
細胞の mtDNAコピー数と尿蛋白量の比較では、
IgA 腎症や SLE とは全くことなり、mtDNA の
コピー数がコントロール以下に減少すると、
尿蛋白は増加する傾向にあり、さらに、mtDNA
のコピー数がコントロール以下の症例は、そ
の１／Ｃｒｅの傾きはマイナス、すなわち腎
機能が悪化傾向であり、mtDNA のコピー数が
コントロールより増加している群にかんし
ては 1/Cre の傾きの平均は 0.33 と腎機能の
悪化傾向は認められなかった。 
まだ、サンプル数が少なく、断定すること
はできないが、腎硬化症において、尿中脱落
ポドサイトの mtDNAのコピー数を検討するこ
とは腎障害の進行の予測因子なる得る可能
性が示唆されました。 
 
 
 
 
 
図６、腎硬化症における尿蛋白量と mtDNA コ
ピー数 
 
尿中脱落糸球体上皮細胞中の mtDNAコピー
数を評価することは、腎疾患のバイオマーカ
ーとしての機能が十分に期待できると考え
られた。 
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